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“Nada existe tão alto que o homem, 
                                                                                              com força de vontade, 
não possa apoiar a sua escada.” 
Friedrich Schiller 
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RESUMO 
 
Introdução 
 Os cones de guta-percha (GP), podem ser contaminados por microrganismos 
quando manipulados ou expostos ao meio ambiente.  
Deste modo, a intervenção do médico dentista poderá focar-se ao nível da esterilização 
ou desinfeção dos cones, promovendo assim a manutenção de uma cadeia asséptica e 
evitando futuras complicações. São propostos alguns meios de promoção da desinfeção 
destes materiais, desde soluções irrigadoras, como o hipoclorito de sódio ou então o 
revestimento destes com um material potencialmente inibidor da atividade microbiana. 
 
Objetivo  
Avaliar a atividade antifúngica de cones de guta-percha revestidos com um filme 
fino de nanoparticulado de dióxido de titânio (TiO2) e a citocompatibilidade destes. 
 
Metodologia 
 186 cones (GP), 80, Dentsply Maillefer. Foram distribuídos em: Grupo 1- sem 
revestimento; Grupo 2- sem revestimento e imersão em solução de hipoclorito de sódio 
(NaOCl) a 2,5%; Grupo 3- tratamento de plasma; Grupo 4- tratamento de plasma e 
revestimento de TiO2; Grupo 5- tratamento de plasma e imersão em NaOCl 2,5 % e 
Grupo 6- tratamento de plasma, revestimento de TiO2 e imersão em NaOCl a 2,5%. O 
tratamento de plasma de árgon foi realizado em vácuo e o filme fino de TiO2 através de 
pulverização catódica. A avaliação do efeito antifúngico foi realizada através da 
exposição a C. albicans sendo as populações planctónicas e sésseis quantificadas 
através de UFC e ensaios com resazurina. A citocompatibilidade, foi avaliada em 
relação a células fibroblásticas (L929) e através de ensaios com MTT  e microscopia.  
A análise estatística utilizou os parâmetros de análises de variância com um 
nível de significância de 0,05. 
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Resultados  
Os cones com o revestimento de TiO2 demonstraram atividade antifúngica 
contra Candida albicans, sendo particularmente efetivos na inibição do crescimento de 
populações sésseis. Apresentaram um perfil de citotoxicidade semelhante ao controlo. 
 
Conclusão  
O revestimento de cones de GP com filme fino de TiO2 revelou-se promissor na 
prevenção da contaminação deste material por uma população fúngica séssil. Este 
revestimento poderá contribuir para a manutenção da cadeia asséptica durante o 
tratamento endodôntico melhorando a taxa de sucesso e contribuindo para um melhor 
prognóstico.  
 
Palavras- Chave 
Revestimento guta-percha; desinfeção guta-percha; Candida albicans; nanopartículas 
de dióxido de titânio; deposição filme fino, infeção periapical 
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ABSTRACT 
 
 Introduction 
Gutta-percha cones (GP) can be contaminated by microorganisms when 
manipulated or exposed to the environment. 
Accordingly, the intervention of the dentist may focus on the sterilization or 
disinfection of the cones, consequently promoting the maintenance of an aseptic chain 
and avoiding future complications. Some ways of disinfection of these materials are 
proposed, ranging from irrigation solutions, such as sodium hypochlorite, or the coating 
of these with a potentially inhibitory microbial activity material.  
 
Objective 
Evaluate the antifungal activity of gutta-percha cones coated with a thin film of 
nanoparticulated titanium dioxide (TiO2), and their cytocompatibility. 
 
Methods 
186 cones (GP), 80, Dentsply Maillefer. They were distributed in: Group 1- 
control group; Group 2- uncoated and immersed in 2.5% sodium hypochlorite solution 
(NaOCl); Group 3 plasma treatment; Group 4 plasma treatment and TiO2 coating; 
Group 5 plasma treatment and immersion in 2.5% NaOCl and Group 6 plasma 
treatment, TiO2 coating and immersion in 2.5% NaOCl. The argon plasma treatment 
was performed under vacuum and the thin TiO2 film by sputtering. The evaluation of 
the antifungal effect was performed exposure to C. albicans, with planktonic and sessile 
populations being quantified through CFU and resazurin assays. Cytocompatibility was 
evaluated in relation to fibroblast cells (L929) through MTT assay and microscopy.  
Statistical analysis was performed using analysis of variance (level of 
significance at 0.05). 
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Results  
Cones coated with TiO2 demonstrated antifungal activity against Candida 
albicans, being particularly effective in inhibiting the growth of sessile populations. 
They presented a similar cytotoxicity profile to the control. 
 
Conclusions  
The coating of GP cones with TiO2 thin films proved to be promising in 
preventing the contamination of this material by a sessile fungal population. This 
coating may contribute to the maintenance of the aseptic chain during endodontic 
treatment, improving the success rate and contributing to a better prognosis. 
 
Keywords 
Gutta-percha coating; gutta-percha disinfection; Candida albicans ; titanium dioxide 
nanoparticles; thin film deposition, periapical infection. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
O principal objetivo do tratamento endodôntico (TE) visa a eliminação de 
microrganismos e a prevenção da reinfeção, do sistema de canais radiculares.(1-3) 
Este tratamento está dividido em duas fases: a mecânica, que envolve a 
instrumentação dos canais associada a uma etapa química, com a utilização de soluções 
antimicrobianas como os agentes de irrigação.(2) A 2ª fase engloba a obturação e 
pretende manter as condições de assepsia obtidas pela preparação químico-mecânica e 
eliminar o espaço vazio dentro dos canais radiculares, preenchendo-o 
tridimensionalmente de modo a proporcionar um selamento o mais hermético possível, 
apical e coronalmente.(2, 4) 
Os cones de guta-percha (GP) são o material de eleição para a obturação dos 
canais radiculares em associação a um cimento endodôntico. Contudo, não existem 
garantias que estes cones venham esterilizados nas embalagens dos fabricantes, 
podendo ser contaminados por microrganismos quando manipulados ou expostos ao 
meio ambiente. Os poucos estudos sobre este assunto, relatam que cerca de 5-8% de 
cones de GP retirados diretamente das caixas do fabricante antes da primeira utilização 
exibe algum nível de contaminação.(5)  Devido a isto, poderá ocorrer a formação de um 
biofilme resistente em torno do cone quebrando a cadeia asséptica e potenciando uma 
infeção secundária.(2, 4-10) Outros aspetos característicos dos cones GP, são a ausência de 
estabilidade dimensional e o fenómeno de contração que esta apresenta, que levam à 
criação de espaços na obturação permitindo assim a penetração de microrganismos.(8, 9) 
As infeções endodônticas primárias estão associadas a uma maior diversidade 
microbiana, caraterizadas por um predomínio de bactérias anaeróbias estritas. No que 
diz respeito ao caso de infeções secundárias têm sido identificados microrganismos 
facultativos, como o Enterococcus faecalis, capaz de sobreviver em condições muito 
adversas, em mono-infeção e fungos, tais como a Candida albicans, implicados em 
infeções endodônticas refratárias ao tratamento convencional. (7, 11, 12) 
A utilização de soluções de irrigação de hipoclorito de sódio (NaOCl) como 
meio de desinfeção é uma das práticas mais utilizadas pelo médico dentista. Segundo 
alguns autores, a Candida albicans demonstra suscetibilidade a qualquer concentração 
de NaOCl compreendida entre 0,5- 5%.  (10, 13-15)  Todavia, estudos têm demonstrado que 
a concentração de 2,5% NaOCl parece ser o melhor compromisso entre a eficiência e 
ausência de toxicidade/ risco de alteração de propriedades mecânicas.(16, 17) 
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Os revestimentos nanoparticulados, surgem como um meio alternativo de 
promoção de atividade antimicrobiana quando aplicados sobre um substrato. Estes 
revestimentos são utilizados em vários campos, nomeadamente da indústria alimentar, 
revestimentos de superfícies de aparelhos médicos ou até mesmo incorporados nas 
tintas comerciais, apresentando propriedades antimicrobianas e antifúngicas.(18-20) 
Destes, o revestimento de dióxido de titânio (TiO2) apresenta efeito antifúngico, 
nomeadamente contra a Candida albicans. (19, 21, 22) 
As nanopartículas (NP) de TiO2 são reconhecidas como materiais bio-seguros pela FDA 
(Food and Drug Administration). As propriedades fotocatalíticas das nanopartículas de 
TiO2 ajudam na promoção do efeito antibacteriano e antifúngico. (23-26) 
O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifúngica de cones de guta-
percha revestidos com um filme fino de nanoparticulado de dióxido de titânio e a 
citocompatibilidade desta nova proposta. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Para a realização deste estudo, utilizaram-se 186 cones guta-percha tamanho 80 
da marca Dentsply Maillefer.  
Estes 186 cones foram distribuídos pelos 6 grupos de estudo (n=31), (Tabela I). 
1) Cones sem revestimento- Controlo Positivo 
2) Cones sem revestimento e imersão em NaOCl a 2,5% 
3) Cones com tratamento de plasma 
4) Cones com tratamento de plasma e revestimento de TiO2  
5) Cones com tratamento de plasma e imersão em NaOCl a 2,5 % 
6) Cones com tratamento de plasma, revestimento de TiO2 e imersão em NaOCl a 
2,5% 
Tabela I - Tabela resumo do número de cones distribuídos por cada grupo. 
Grupos Análise Microbiológica Citocompatibilidade Cones Utilizados 
CFU Resazurina Direta Indireta 
1) Cones sem revestimento 3 4 18 6 31 
2) Cones sem revestimento e imersão 
em NaOCl 2,5% 3 4 18 6 31 
3) Cones com tratamento de plasma 3 4 18 6 31 
4) Cones com tratamento de plasma e 
revestimento de TiO2 
3 4 18 6 31 
5) Cones com tratamento de plasma e 
imersão em NaOCl 2,5% 3 4 18 6 31 
6) Cones com tratamento de plasma, 
revestimento de TiO2 e imersão em 
NaOCl 2,5 % 
3 4 18 6 31 
Subtotal: 18 24 108 36 186 
Total cones: 186 
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2.1 Esterilização por óxido de Etileno 
 
 As amostras dos grupos 1, 2, 4 e 6 foram esterilizadas com óxido de etileno (EtO) 
nas instalações do Hospital de S. João do Porto. Foram submetidas a um ciclo de 
esterilização a 55ºC, numa atmosfera de 100 % de EtO, durante 12 horas. 
2.2 Tratamento com plasma  
 
 Os cones dos grupos 3 a 6 foram alvo de tratamento de plasma. O tratamento foi 
executado num equipamento Diener Electronics modelo Zepto (Figura 1) equipado 
com um gerador de plasma com frequência de 40 kHz e 100 W de potência máxima, 
com uma câmara cilíndrica interior de volume total de 2,6 dm3 (Ø =105 mm, L=300 
mm). Este equipamento funciona em condições de vácuo, com pressões inferiores a 20 
Pa, obtido por recurso a uma bomba rotativa da Pfeiffer Vaccum, modelo Duo 1.3. (8) 
 Inicialmente procedeu-se à confeção de um porta-substratos, um meio de suporte 
para os cones de modo a que estes pudessem ser levados ao equipamento de tratamento 
de plasma e posteriormente à máquina de revestimentos de filmes finos (Figura 2). 
As condições de tratamento de plasma foram previamente testadas, tendo sido utilizadas 
as condições descritas por Alves,M. (8).  
O plasma de Árgon (Ar) foi gerado a uma pressão de 90 Pa, aplicando uma potência de 
100 W durante 2 minutos. 
Após a disposição dos cones na câmara de baixa pressão, iniciou-se o bombardeamento 
com átomos de Ar que promoveu a supressão de partículas de carbono e oxigénio da 
superfície dos cones (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 - Equipamento para tratamento de plasma (Diener Electronics, modelo Zepto)  
 
 
 
RICARDO PICÃO FERNANDES | Efeito antifúngico de cones de guta-percha revestidos com nanopartículas de dióxido de titânio 
 
5 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Figura 2 – Porta - substratos construído para transporte de cones de guta-percha. 
(A) Confeção porta-substratos; (B) Cones dispostos no porta-substratos durante o tratamento de plasma. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Esquema de tratamento com plasma de Árgon sob a superfície cone de guta-percha   
(A) Superfície do cone antes do tratamento de plasma; (B) Superfície do cone durante o 
tratamento de plasma (Eliminação dos átomos de carbono durante o tratamento com plasma de 
árgon); (C) Superfície do cone após tratamento de plasma de Árgon (Superfície 
descontaminada). Adaptado de: https://plasmatreatment.co.uk/henniker-plasma-
technology/plasma-surface-technology/plasma-technology-what-is-plasma-treatment/plasma-
cleaning/ 
 
  
(B) (A) 
Árgon 
(A) (B) (C) 
Cone guta-percha Cone guta-percha Cone guta-percha 
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2.3 Revestimento com filme fino de TiO2 
 
 A deposição do filme fino de TiO2 (Grupos 4 e 6) ocorreu através de um 
equipamento de pulverização catódica reativa por descarga em magnetrão de corrente 
contínua. Para este efeito, utilizou-se o sistema de deposição mostrado na Figura 4, 
localizado no Laboratório de Revestimentos Finos (LRF-III) do Departamento/Centro 
de Física da Universidade do Minho, campus de Azurém.  
Este sistema é constituído, genericamente, por uma câmara de deposição com 
capacidade total de 0,06 m3e uma pré-câmara, um sistema de vácuo acoplado a esta, 
pelos vários controladores de fluxo de gases e temperatura, fontes de alimentação 
elétricas e ainda uma unidade controlo. 
O vácuo primário da câmara, é conseguido através de uma bomba rotativa (AEG, 
modelo AMME 80ZCA4) acoplada à câmara de deposição, por sua vez, a pressão de 
base para iniciar as deposições, ou vácuo secundário, é obtida por uma bomba 
turbomolecular (Alcatel, modelo ATP 400). Para medir a pressão de gás no interior da 
câmara são utilizados medidores de pressão Pfeiffer vacum (modelo Compact 
FulRangeTM Gauge PKR251) ligados a um mostrador digital da Blazers Single Gauge. 
A reprodutibilidade do processo é conseguida através de um sistema de aquisição, com 
um multímetro digital Agilent Technologies, modelo 34970A com um módulo 
multifuncional (334907A) que se encontra acoplado ao sistema de deposição. Este 
equipamento utiliza uma interface RS-232 e os dados foram adquiridos por um software 
Benchlink Data Logger III. (8) 
Os ajustes dos valores dos fluxos de Ar e O2 foram feitos manualmente, através de um 
controlador de fluxo Bronkhorst High-Tech, modelo F201CV-500-AAD-33-V (EL-
FLOW).  
As condições usadas para deposição do filme fino encontram-se descritas na tabela 
abaixo: 
 
Tabela II - Condições aplicadas no sistema de deposição de filme fino. 
 
 
 
 
 
Condição Unidade de medida 
Pressão de base 2x10-5 mbar 
Fluxo de Árgon (Ar) 25 sccm 
Fluxo de Oxigénio (O2) 4 sccm 
Densidade da corrente (DC) 1 A/m2 
Temperatura inicial 25 ºC 
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O tempo de deposição total foi de 15 minutos.  
 Todo este processo de deposição provoca um aquecimento de substratos, perante 
isto, o tempo total de deposição foi dividido em 5 ciclos de 3 minutos com intervalos de 
15 minutos entre cada um deles. Finda a deposição, foi realizado um tempo de 
arrefecimento de 20 minutos das amostras sendo posteriormente retiradas da câmara. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 4 – Câmara de deposição de filme fino de TiO2, do Laboratório de Revestimentos Finos 
(LRF-III) do Departamento/Centro de Física da Universidade do Minho. 
(A) Vista externa da câmara de deposição; (B) Vista interna da câmara de deposição, com o 
porta-substrato e cones de guta-percha 
 2.3.1 Procedimento revestimento com filme fino de dióxido de 
Titânio (TiO2) 
 
 Inicialmente os cones são colocados no porta-substratos construído 
propositadamente para este efeito, adaptado à estrutura dos cones, de modo a 
que o revestimento seja depositado de forma uniforme por todos eles (Figura 
2 (A)). Após efetuado o tratamento de plasma, os cones são transferidos para 
a câmara de deposição (Figura 4).  
Para que o mecanismo de deposição do filme fino ocorra, primariamente dá-
se um processo de vácuo até que se atinga a pressão de trabalho desejada, este 
processo poderá alargar-se até duas horas. Findo o processamento do vácuo, 
dá-se seguimento à deposição do filme fino de TiO2. 
(B) (A) 
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É inserido na câmara um alvo de Titânio -Cátodo (-) -, e seguidamente o porta-
substratos que irá comportar-se como sendo o ânodo (+); com isto estão 
criadas condições para que ocorra a deposição.  
Procede-se ao bombardeamento de iões de Ar contra o alvo de Titânio, os 
quais vão potenciar a remoção de átomos de titânio que, por sua vez, se ligam 
ao oxigénio (O2) que é bombeado em simultâneo com o Ar, levando à 
formação de TiO2. Como pretendemos a criação de um filme de TiO2, é 
ativada juntamente com o árgon a libertação de O2 para que seja depositado, 
um filme fino, sobre a forma de dióxido de titânio na superfície do cone 
(Figura 5). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Esquema de deposição de filme fino de TiO2. Adaptado de: http://www.m-
system.co.jp/newsletter/182/clip_contents.html 
2.4 Imersão em hipoclorito de sódio a 2,5 %  
 
 Os cones dos grupos 2, 5 e 6 foram imersos numa solução de hipoclorito de sódio 
(NaOCl) a uma concentração de 2.5 %, durante 1 minuto (Figura 6). Finda esta 
imersão, foram colocados sobre uma gaze estéril para remoção de excessos de solvente 
durante 1 minuto. 
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Figura 6 – Cones de guta-percha sobre gaze esterilizada após imersão em NaOCl 2,5% 
2.5 Análise Microbiológica 
 
A avaliação da atividade antifúngica foi realizada através de culturas de Candida 
albicans (ATCC 10231). Iniciou-se pela preparação de uma suspensão de levedura de 
106 UFC (unidades formadoras de colónias)/ml em Sabouraud Soy Broth (SSB), sendo 
posteriormente esta suspensão incubada com os cones durante 24h a 37ºC. 
Para a quantificação das leveduras em suspensão (população planctónica), 
recolheu-se o sobrenadante e, de seguida, submeteu-se este à avaliação da atividade 
metabólica por resazurina. A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3 um 10-óxido), é um 
método estável e não tóxico frequentemente utilizado para a quantificação celular. As 
células metabolicamente ativas, promovem a redução do composto de resazurina azul e 
não fluorescente num produto fluorescente e de cor rosa, a resorufina. Esta redução é 
proporcional ao número de células metabolicamente ativas presentes. (27) Para esta 
avaliação foi retirado 90µl de sobrenadante e adicionado 10 µl de resazurina, após 3h de 
incubação a 37ºC, foi medida a intensidade de fluorescência a 530 nm e 590 nm, 
excitação e emissão respetivamente. 
 No que concerne à quantificação da população aderida (séssil), primariamente 
efetuaram-se 2 lavagens em PBS (Phosphate Buffered Saline) dos cones, seguindo-se 
um banho de ultra-sons (Bandelin, Sonorex Digitec, 35kHz) durante 10 minutos, para 
remoção destas populações. Realizadas diluições decimais das populações executou-se 
o plaqueamento em Sabouraud Agar (SA) por um período de 24h a 37ºC, seguido da 
contagem do número de colónias (UFC/ml). Simultaneamente, foi avaliada e 
quantificada a população séssil pelo método da resazurina, como anteriormente descrito. 
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2.6 Análise de Citocompatibilidade (Método Direto) 
 
 A avaliação da citocompatibilidade foi avaliada com recurso a células 
fibroblásicas da linhagem celular L929. Procedeu-se, inicialmente, à preparação de uma 
suspensão celular de 104 células/cm2 num meio mínimo essencial (α- MEM), 
suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 units/ml de penicilina / 100 µ/gr 
estreptomicina e 2,5µ/gr de anfotericina B. Esta suspensão, foi incubada com os cones 
respeitantes a cada grupo, por um período de 1, 2 e 5 dias, a 37ºC numa atmosfera 
húmida com 5% de CO2. Realizou-se a avaliação da atividade metabólica das células 
por 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) e, 3 horas 
depois, observou-se a morfologia e distribuição celular nos cones com o auxilio de uma 
lupa de grande ampliação, para cada tempo indicado. Este método é comummente 
utilizado para medir citotoxicidade celular, tem por base atividade das enzimas 
oxidorredutases dependentes de NADPH que reduzem o MTT em cristais formazano 
insolúvel, conferindo uma cor púrpura.(28-30) Seguidamente à recolha fotográfica, 
dissolveram-se os cristais com DMSO (Dimethyl Sulfoxide) durante 15 min, 
procedendo-se à análise da absorvância a 550nm. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 – Meio preparado de α-MEM. 
.  
 
 
 
 
RICARDO PICÃO FERNANDES | Efeito antifúngico de cones de guta-percha revestidos com nanopartículas de dióxido de titânio 
 
11 
 
2.7 Análise de Citocompatibilidade (Método Indireto) 
 
A avaliação da citocompatibilidade pelo método indireto (lixiviados), permite 
avaliar existência ou não de citotoxicidade de substâncias libertadas pelo cone numa 
solução tampão. Iniciou-se com colocação dos cones respeitantes a cada grupo numa 
solução 0,7 ml de PBS (Phosphate Buffered Saline), sendo posteriormente incubados a 
37ºC pelos períodos de 1 hora e 24 horas. Após estes períodos, foram retirados os 
sobrenadantes (lixiviados) e armazenados a -20ºC.  
Posteriormente, procedeu-se à preparação de uma cultura celular de 104 
células/cm2 de células fibrobláticas L929 por 24h, findo este período foi adicionado a 
estas o lixiviado de 1 e 24 horas. A atividade metabólica foi avaliada após 1,2 e 5 dias 
pelo método de MTT, anteriormente descrito. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8 – Cones de guta-percha em solução de PBS, distribuídos pelos diferentes time points 
1h e 24 h 
 
2.8 Análise Estatística 
  
Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) entre os 
grupos experimentais. Para a comparação das médias, foi aplicado o teste de Turkey 
considerando o nível de significância de 0,05. A realização destes testes foi efetuada no 
programa IBM SPSS Statistic, versão 24. 
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3. RESULTADOS 
3.1 Análise Microbiológica 
 
Relativamente ao estudo do efeito antifúngico, os resultados obtidos nos cones 
experimentais em relação à atividade metabólica, por resazurina, da população 
planctónica de Candida albicans, não apresentaram diferenças estatisticamente 
significativas relativamente ao grupo controlo (Grupo 1- controlo) e os restantes grupos. 
(Gráfico1) 
Contudo, os cones do grupo 3 (tratamento de plasma), quando comparados com os 
grupos 4 e 6, mostram ter um efeito mais reduzido quando à inibição do crescimento 
desta população. (p < 0,05) 
 
Gráfico 1- Crescimento planctónico de C. albicans na presença de cones de guta-percha 
avaliado por resazurina (RFUs- Relative Fluorscence Units ; ** p<0,05 em relação aos grupo 4 
e 6 ).  
No que concerne às populações sésseis de C. albicans, aferidas a partir da 
medição das UFC/ml (Gráfico 2), verifica-se que os cones com tratamento de plasma 
(Grupo 3), cones com tratamento de plasma e revestimento de TiO2 (Grupo 4), cones 
com tratamento de plasma e imersão em NaOCl a 2,5 % (Grupo 5) e os cones com 
tratamento de plasma, revestimento de TiO2 e imersão em NaOCl a 2,5 % (Grupo 6) 
conduzem a uma redução estatisticamente significativa de população séssil, quando 
comparados com o grupo 1 (controlo). 
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Não se verificam, diferenças ao nível da inibição do crescimento séssil de 
leveduras no grupo de cones sem revestimento (Grupo 1) e imersão em hipoclorito a 
2,5% (Grupo 2). 
Gráfico 2- Crescimento séssil de C. albicans na presença de cones de guta-percha avaliado por 
UFC/ml (* p<0,05 em relação ao grupo 1 – grupo  cones convencionais sem revestimento). 
 
A avaliação da população séssil pelo método de resazurina não confirmou estas 
diferenças para os vários tratamentos de superfície, e tal deveu-se ao baixo número de 
leveduras aderidas aos cones, que faz com que os valores estejam abaixo do limite de 
deteção do método. (Gráfico 3) 
 
Gráfico 3- Crescimento séssil de C. albicans na presença de cones de guta-percha avaliado por 
resazurina (RFUs- Relative Fluorscence Units).   
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3.2 Análise de Citocompatibilidade (Método Direto) 
 
 Para a realização da análise de citocompatibilidade foram utilizados ensaios de 
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrazolium bromide)) e de microscopia. 
(Gráfico 4) 
Na análise do gráfico 4 é possível verificar que a viabilidade celular se 
apresentou semelhante para todos os tratamentos de superfície, isto é, não houve 
variação estatisticamente significativa da atividade metabólica de MTT ao longo dos 
dias testados em função dos tratamentos dos cones.  
Apesar de não se verificarem estas diferenças é possível visualizar no gráfico 
que ao dia 5 as células, nos cones dos grupos 3 a 6, apresentam um ligeiro aumento, 
significativo, na atividade metabólica. 
 
Gráfico 4- Atividade metabólica das células fibroblásticas L 929, após 1, 2 e 5 dias em contacto 
com os cones de guta-percha, avaliada por MTT a 550 nm. 
 A microscopia, auxilia na visualização da atividade do MTT, permitindo a 
coloração escura conferida por este, ver as células que recobrem a superfície do cone. 
Este recobrimento celular confirma a biocompatibilidade do material. 
As figuras 9 e 10, ilustram a título exemplificativo a adesão celular em cones com 
tratamento de plasma e o revestimento de TiO2 e em cones convencionais (controlo).  
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Tabela III – Tabela resumo com figuras representativas da adesão celular conferida pelo 
tratamento de plasma e revestimento de TiO2, em relação aos cones convencionais, pelos dias 
1,2 e 5. 
 
 
 
 
 
  
1 Dia 2 Dia 5 Dia 
 
 
Figura 9 (A) – Cone guta-percha 
convencional após ensaio MTT- 
Dia 1 (ampliação 10x) 
 
Figura 9 (B) – Cone guta-percha 
convencional após ensaio MTT- 
Dia 2 (ampliação 10x) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9 (C) – Cone guta-percha 
convencional após ensaio MTT- 
Dia 5 (ampliação 10x) 
 
 
Figura 10 (A) – Cone guta-percha 
com tratamento de plasma e 
revestimento com TiO2 após 
ensaio MTT- Dia 1 (ampliação 
10x) 
 
 
Figura 10 (B) – Cone guta-percha 
com tratamento de plasma e 
revestimento com TiO2 após 
ensaio MTT- Dia 2 (ampliação 
10x) 
  
  
Figura 10 (C) – Cone guta-percha 
com tratamento de plasma e 
revestimento com TiO2 após 
ensaio MTT – Dia 5 (ampliação 
10x) 
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3.3 Análise de Citocompatibilidade (Método Indireto) 
  
 Pela análise do gráfico 5, observa-se que, os grupos 4 e 6 se apresentam uma 
redução estatisticamente significativa da atividade metabólica, na presença de lixiviados 
respeitantes à 1 hora e às 24 horas, relativamente aos cones convencionais. (p<0.05) 
Os cones pertencentes aos grupos 2, 3 e 4 não demonstram diferenças estatísticas 
desta atividade quando comparados com os cones convencionais com o lixiviado de 1 
hora, apenas os cones dos grupos 4 e 6 o mostram. 
 Porem, na presença do sobrenadante de 24 horas o mesmo não acontece, 
encontrando-se uma diminuição desta atividade em todos os tratamentos em contraste 
com o grupo 1. (p<0,02) 
 
Gráfico 5- Atividade metabólica das células fibroblásticas L 929, após contacto com lixiviado 
de 1h e 24h - Dia 1 (Avaliação por MTT a 550nm,*p<0,05 em comparação com cones grupo 1). 
 
  No gráfico 6, constata-se que ao dia 2 de contacto das culturas celulares com o 
lixiviado de 1 hora, não ocorre uma redução da atividade metabólica de MTT. No 
contacto celular com o lixiviado de 24 horas, averiguou-se que todos os grupos se 
apresentam mais citotóxicos em relação aos cones convencionais, i.e, todos os grupos 
induzem uma diminuição da atividade metabólica de MTT, significando que as células 
fibroblásticas têm dificuldade em se reproduzir. (p<0,05). 
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Gráfico 6- Atividade Metabólica das células fibroblásticas L 929, após contacto com lixiviado 
1h e 24h – Dia 2 (Avaliação por MTT a 550 nm ,*p<0,05 em comparação com cones grupo 1). 
 
 Por último, no dia 5 (Gráfico 7) a atividade metabólica celular dos grupos 2 a 
6, quando equiparada à do grupo 1, não é afetada pela presença dos lixiviados 1 e 24 h, 
sugerindo a  redução de citotoxicidade dos tratamentos de superfície e uma melhor 
adaptação celular ao meio, permitindo a sua reprodução. 
 
Gráfico 7- Atividade Metabólica das células fibroblásticas L 929, após contacto com lixiviado 
1h e 24h – Dia 5 (Avaliação por MTT a 550 nm). 
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4. DISCUSSÃO 
 
 O objetivo do presente estudo foi a avaliação do efeito antifúngico de cones de 
guta-percha revestidos com nanoparticulado de dióxido de titânio, em filme fino, e sua 
citocompatibilidade, comparativamente aos cones de guta comercializados. 
A análise dos resultados demonstrou que os cones com tratamento de plasma e 
revestimento com filme fino de TiO2, apresentam um efeito inibitório no crescimento de 
populações sésseis de Candida albicans. No que diz respeito à citocompatibilidade 
avaliada pelo contacto direto dos cones com as culturas celulares, bem como pelo 
método indireto, após contacto com lixiviados de 1h e 24h, estes não apresentam níveis 
de citotoxicidade, superiores ao grupo controlo. No método indireto apesar de existir 
evidência de maior citotoxicidade dos cones revestidos no contacto inicial, verificou-se, 
uma recuperação celular ao final do dia 5 de contacto, semelhante ao grupo controlo. 
Alguns autores têm-se dedicado à análise da citotoxicidade das NP de TiO2, 
estes indicam que o aumento da utilização recorrente destas NP, devido à sua ampla 
aplicabilidade seja na construção civil, na indústria cosmética ou até mesmo na 
alimentação permite a exposição elevada do individuo a grandes quantidades destas 
nanopartículas. Evidenciam ainda quando expostos a quantidades elevadas destas NP o 
efeito da citotoxicidade torna-se mais evidente ao nível das células hepáticas.(18, 31, 32) 
 Estes factos, não constituem um problema para o estudo e aplicabilidade em 
causa, uma vez que, os cones revestidos com estas NP não vão potenciar ao individuo 
uma exposição elevada a estas nanopartículas. 
Na avaliação do efeito antifúngico, no que diz respeito às populações 
planctónicas avaliadas por resazurina, verificou-se que os grupos que foram alvo de 
tratamento de plasma (Grupo 3) e associação com revestimento de filme fino de TiO2 
(Grupo 4), hipoclorito de sódio a 2,5% (Grupo 5) ou estes dois últimos em simultâneo 
(Grupo 6) não apresentam uma tendência de ação inibitória do crescimento planctónico 
de C. albicans, comparativamente aos cones convencionais.  
A imersão com hipoclorito de sódio 2,5 % do cone com tratamento de plasma e 
revestimento de TiO2 (Grupo 6) não parece potenciar o efeito do tratamento de plasma. 
É ainda possível analisar que ação do hipoclorito de sódio a 2,5 % (Grupo 2), não 
apresenta atividade antifúngica em relação aos cones convencionais.  
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Atualmente, não existe consenso sobre o imperativo da descontaminação dos 
cones de guta-percha previamente à sua utilização, sendo opinião de alguns autores que 
esta seria desnecessária devido às suas propriedades antimicrobianas ou às propriedades 
antibacterianas do cimento obturador. (2, 3) No entanto, de um modo geral, a esterilização 
ou desinfeção dos cones de guta-percha é recomendada antes da sua introdução nos 
canais radiculares. Vários métodos têm sido propostos para a descontaminação rápida 
de cones de guta-percha, sendo os mais divulgados a imersão, durante curtos períodos 
de tempo, em soluções de hipoclorito de sódio a diferentes concentrações ou 
clorohexidina.(2-4) Alguns autores afirmam ainda que esses agentes desinfetantes 
utilizados produzem alterações na superfície dos cones, as quais se refletem nas 
propriedades físicas dos mesmos, comprometendo a qualidade da obturação. 
 Sundqvist et al, refere que quando os dentes são alvo de tratamento endodôntico 
sob condições assépticas e de acordo com princípios clínicos aceites, a taxa de sucesso é 
geralmente alta. A maioria dos estudos de follow-up relata taxas de sucesso global de 
85% a 90% sobre a terapia endodôntica, em dentes com polpa viva, baixando essa taxa 
cerca de 20% em dentes com polpa necrosada/infetada.(33) Quando ocorre uma quebra 
da cadeia asséptica permitimos a infiltração de microrganismos oportunistas nos canais 
radiculares, potenciando assim o desenvolvimento de infeção.  
  A Candida albicans, é o fungo mais frequentemente isolado e prevalente 
associado a este tipo de infeções. (6, 9, 11, 22) Estudos de Nair et al, referenciam que das 9 
biópsias realizadas a dentes de pacientes com terapia resistente a lesões periapicais, 2 
apresentavam-se com a presença deste fungo, realçando que este em associação com 
outros microrganismos potencia o desenvolvimento de infeções secundárias. (34) 
  Um dos exemplos de quebras desta cadeia é a contaminação dos cones de 
guta-percha durante a sua manipulação ou o processo deficiente de desinfeção destes, 
permitindo assim que microrganismos como os fungos possam alojar-se nos materiais 
de obturação permitindo a persistência da infeção. 
Daí que, surja então a necessidade de conferir propriedades antimicrobianas a 
estes materiais de obturação, nomeadamente efeito antifúngico, que vise a inibição do 
desenvolvimento de alguns microrganismos oportunistas. 
Estudos referem que o filme de nanoparticulado de TiO2 é um material 
comummente utilizado para revestimentos de superfícies médicas, devido às suas 
propriedades antifúngicas, nomeadamente contra a Candida albicans.(19, 21, 22) Devido a 
isto, a escolha para avaliar o efeito antifúngico de cones de guta-percha quando 
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revestidos com um material potenciador desta ação, recaiu sobre este tipo de 
nanopartículado.  
A imersão dos cones de guta-percha em solução de hipoclorito de sódio (NaOCl) 
é um dos meios até hoje mais efetivos, na diminuição da contaminação microbiana, 
sendo mais ativo para a população planctónica (suspensão).(35) O uso do NaOCl para o 
combate de fungos é muito recorrente e está descrito na literatura o seu uso com 
concentrações compreendidas entre 0,5% até 6%.(10, 13-15) No entanto, segundo Ndiaye et 
al, o uso de NaOCl a 2,5 % parece ser o melhor compromisso entre a eficiência de 
eliminação deste microrganismo e ausência de toxicidade para o indivíduo. (16, 17) 
No presente trabalho a solução de revestimento apresentada (filme fino de TiO2), 
não apresentou atividade contra a população planctónica. Contudo deve ser salientado 
que esta população é na sua maior parte eliminada com os procedimentos de 
instrumentação e irrigação com soluções antimicrobianas. O problema atual em 
Endodontia é conseguir um meio de desinfeção suplementar que possa inibir o 
crescimento dos microrganismos que persistem após a fase de preparação biomecânica e 
eventualmente a obturação, mantendo uma ação prolongada sem risco acrescido de 
toxicidade. O composto apresentado, não libertando substâncias antimicrobianas para a 
solução, não apresentou efeito na população planctónica, evidenciando que não há 
libertação de produtos, mas obteve uma ação mais eficaz sobre a população séssil, 
garantindo uma dificuldade de adesão dos microrganismos, ao longo do tempo. A 
resposta inicialmente menos favorável nos testes de citocompatibilidade (método 
indireto) foi anulada ao fim de um curto espaço de tempo (dia 5), não apresentando 
diferenças em relação ao grupo controlo. 
Os grupos 3, 4, 5 e 6 foram submetidos a um tratamento primário de plasma de 
àrgon (Ar). O tratamento da superfície através do plasma é uma das formas mais 
eficientes para o tratamento de polímeros, uma vez que este modifica seletivamente as 
propriedades químicas e físicas da superfície, não afetando porém as características 
originais do polímero em si. Promove a remoção da camada orgânica desta superfície, 
aumentando a densidade de poros e maior adesão do revestimento do filme fino de 
TiO2(36, 37) O seu uso está ainda indicado na esterilização de materiais, removendo os 
biofilmes, superiorizando-se aos desinfetantes convencionais, sem capacidade de 
penetrar e inativar biofilmes. (38) 
O efeito antifúngico na população séssil, apresentado pelos cones com tratamento de 
plasma, isoladamente (Grupo 3), corroborado por Frike et al, não tem relevância para a 
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clínica uma vez que este efeito só ocorre nas 2h seguintes ao tratamento ligando-se 
posteriormente a hidrocarbonetos, perdendo a sua ação. (38) 
No presente trabalho a imersão em NaOCl não aumentou atividade antifúngica dos 
cones.  
Assim podemos afirmar que o revestimento de TiO2 depois do tratamento de plasma é o 
melhor tratamento apresentando uma ação antifúngica relevante, superior à dos cones 
convencionais, particularmente da população séssil. Não foi avaliado o efeito do 
revestimento de TiO2 isoladamente (sem tratamento prévio de plasma) uma vez que este 
revestimento tem a sua potencialidade máxima quando aplicado após o tratamento de 
plasma, não sendo preconizado o seu uso isolado. 
 Em relação à avaliação por resazurina devido ao baixo número de colónias 
aderidas aos cones os valores ficaram abaixo do limite de deteção do método, não 
permitindo que estes fossem considerados. Segundo Driessche o intervalo do método é 
restrito e o limite inferior de quantificação é de aproximadamente 106 unidades 
formadoras de colónias (UFC) por biofilme, bem inferior ao verificado. (27) 
Byunghoon Kim et al (26) e Maness et al (39)descrevem o efeito antimicrobiano do 
nanoparticulado de TiO2 através da sua ação na oxidação dos ácidos polinsaturados 
constituintes da membrana fosfolipídica. Estas promovem a produção e libertação de 
radicas de hidroxilo e espécies reativas de oxigénio (ROS) e consequentemente a 
desintegração da membrana, culminando com a morte do microrganismo.(40-43)  
 Podemos então concluir que a presente investigação cumpriu os objetivos 
permitindo propor uma nova abordagem para a manutenção da cadeia asséptica, através 
do revestimento dos cones de guta-percha com um filme fino de TiO2. Esta solução, 
agora comprovada, poderá coadjuvar na prevenção de infeção por Candida albicans 
dificultando a sua adesão, mecanismo primário no desenvolvimento de biofilme nos 
sistemas de canais radiculares, prevenindo o desenvolvimento de uma possível infeção 
secundária, e consequentemente reduzir o risco de desenvolvimento ou persistência de 
periodontite apical. 
 
   
 
  
RICARDO PICÃO FERNANDES | Efeito antifúngico de cones de guta-percha revestidos com nanopartículas de dióxido de titânio 
 
22 
 
5. CONCLUSÃO 
 
Os cones com tratamento de plasma e revestimento de nanopartículas de dióxido 
de titânio demonstram efeito inibitório no crescimento de populações sésseis de 
Candida albicans,o que demonstra uma importância relevante para o estudo em causa, 
uma vez que, a população aderida é a principal causadora de uma infeção secundária. 
Quanto à citocompatibilidade, o revestimento em causa apresenta um perfil da 
viabilidade celular semelhante a todos os outros tratamentos de superfície. 
Este revestimento de filme fino com nanoparticulado de TiO2 revela-se 
promissor na prevenção da contaminação dos cones de guta-percha por uma população 
séssil, propondo-se assim que a utilização deste poderá constituir para um maior sucesso 
endodôntico e na minoração de futuras complicações que advenham deste. Outros 
estudos deverão ser realizados, aferindo as propriedades mecânicas dos cones revestidos 
bem como a análise de superfície após imersão em solução de hipoclorito de sódio. 
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7. ANEXOS 


